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幹細胞 
幹細胞は、複数系統の細胞に分化することができる多分化能と細胞分裂を経ても
多分化能を維持した細胞を生み出すことができる自己複製能を併せ持つ特殊な細胞
であり、発生過程や組織維持において細胞を供給する重要な役割を担っている
(Smith, 2001; Weissman et al., 2001)。 
我々の生体を構成している細胞を分化状態の点から分類すると、幹細胞、TA 細胞
（transient amplifying cell）、分化細胞の 3種類に分けることができる。幹細胞は、一般
的に組織や臓器において存在する割合が低いとされ、ほとんどの幹細胞が細胞周期
に入っておらず、休止期にあると考えられている。一方、TA 細胞は幹細胞と分化細胞
の中間に一時的に存在する細胞であり、幹細胞とは異なり、活発に細胞分裂を繰り返
して増殖し、各組織や臓器において機能することができる形態へ分化する。そして最
終段階に到達した細胞が、分化細胞（終末分化細胞、最終分化細胞）であり、例えば
神経細胞や筋細胞といった各機能に特化した細胞がこれに相当する。 
また幹細胞を発生の時期で分けると、胚性幹細胞、胎児性幹細胞、成体幹細胞に
分けることができる。その中でも、胎児および成体を構成する組織中に存在する幹細
胞が組織幹細胞であり、さらに組織幹細胞においても体細胞の幹細胞である体性幹
細胞と生殖細胞の幹細胞である生殖幹細胞に分けることができる。このように幹細胞
は多くの種類が存在しているが、それぞれが持つ自己複製能と分化能は、再生医療
の分野において非常に魅力的であり、近年このような幹細胞を採取し、プロファイルを
解析する研究が盛んに行われてきている。 
 
組織幹細胞 
我々の身体には、ほぼすべての組織や臓器に幹細胞が存在していると考えられて
いる。現在、よく知られている造血幹細胞や神経幹細胞、間葉系幹細胞、骨格筋幹細
胞以外にも、心臓(Beltrami et al., 2003)、肝臓(Gaudio et al., 2009)、膵臓(Bonner-Weir 
and Sharma, 2002)、肺 (Kajstura et al., 2011)、腸 (Leedham et al., 2005)、皮膚
(Biernaskie et al., 2009)、脂肪(Yoshimura et al., 2009)といった組織や臓器において幹
細胞の発見や存在の可能性が報告されている。また、これらの組織幹細胞が生体内
の細胞のリニューアルや器官の機能維持、損傷組織の修復に関与していることが明ら
かとなってきており(Nandoe Tewarie et al., 2009; Verstappen et al., 2009)、我々の身体
を維持する上で非常に重要な役割を担っていることがわかった。しかし一方で、未分
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化性の維持におけるメカニズムや組織特異的な分化のメカニズムなど、解明されてい
ない点も未だに多く残っている。今後、これらの未解明な点を明らかにすることで幹細
胞の増殖や分化のコントロールが可能となれば、再生医療の分野の飛躍的な発展に
繋がるとされ、現在、医療分野への応用を目指して盛んに研究が進められている。特
に、現在において解析が最も進んでいるとされる造血幹細胞や神経幹細胞では、これ
らの幹細胞が持つ自己複製能や組織特異的な分化のメカニズムについて 1細胞単位
で明らかにされており(Osawa et al., 1996; Doetsch et al., 1999; Johansson et al., 1999; 
Ziegler et al., 1999; Gage, 2000; Weissman and Shizuru, 2008)、今後のこれらの幹細胞
を用いた再生医療がさらに期待されている。 
 
幹細胞を用いた再生医療と課題 
現在研究されている幹細胞を用いた再生医療は、使用する幹細胞の種類によって
大きく 3種類に分けられる。はじめに、受精卵から樹立される ES細胞を用いた再生医
療、次に体細胞に数種類の遺伝子を導入して作製される人工多能性幹細胞（induced 
Pluripotent Stem cell; iPS細胞）を用いた再生医療、最後は組織幹細胞を用いた再生
医療である。この再生医療における細胞ソースとして重要となる点は、増殖・分化能、
倫理問題、安全性である。ES 細胞は、三胚葉（内胚葉、中胚葉、外胚葉）に属する細
胞系列すべての細胞へ分化できる能力を有しており、増殖能力も非常に高いため、移
植治療への細胞ソースとして期待されている。しかし、受精卵から樹立される細胞であ
るため倫理的な問題を避けられない点や、高い増殖能力から移植細胞が腫瘍を形成
する可能性があるなど、乗り越えなければならない多くの課題が残っている。iPS 細胞
は、ES 細胞と同程度の増殖・分化能を有しているとされているが、患者自身から細胞
を採取して作製できる点から倫理問題は少ないとされている。しかし、ES 細胞と同様、
移植にさいして腫瘍を形成してしまうという問題を抱えている。現在、腫瘍形成を解決
すべく、ゲノムへ外来遺伝子を挿入せずに作製する方法(Fusaki et al., 2009; Zhou and 
Freed, 2009; Si-Tayeb et al., 2010)や、化合物により作製する方法(Huangfu et al., 
2008)などが考案されているものの、確実な安全性は保障されていない。加えて、これ
まで患者自身の細胞を使用するために拒絶反応が起こらないと考えられていたが、近
年マウスにおいて移植した iPS細胞が拒絶されたという報告(Zhao et al., 2011)もあり、
この点においても臨床に用いる前に多くの解決しなければならない問題を残している。
一方、組織幹細胞は、ES 細胞と iPS 細胞に比べて、一般的に分化の方向性がある程
6 
 
度限られており、自身と同系統の胚葉に属する細胞にしか分化しない。また、この組織
幹細胞は患者自身の組織から採取することができるため、倫理問題がなく、移植して
も拒絶反応は起きないと考えられている。さらに、iPS細胞とは異なり、遺伝子導入を行
う必要がなく、また既存の多能性幹細胞とは違って移植後に腫瘍を形成する恐れもな
い。そのため、現在唯一安全性が担保されている幹細胞であり、細胞移植医療におけ
る重要な細胞ソースとして非常に期待されている（Table 1）。さらに近年では、間葉系
組織より ES 細胞や iPS 細胞のような多能性（三胚葉に属する細胞系列に分化できる
能力）を持つMuse細胞（Multilineage differentiating stress enduring cell）が単離可能
であることが報告され、組織幹細胞を用いた再生医療にさらなる期待がよせられてい
る(Kuroda et al., 2010)。 
 
組織幹細胞の臨床応用 
現在、組織幹細胞が実際に臨床に応用されている例として、骨髄移植が挙げられる。
骨髄移植は、主に白血病や再生不良性貧血などの血液疾患を治療する目的で、提
供者（donor）の正常な骨髄細胞を患者（recipient）の静脈内に注入して移植し、donor
の骨髄液中に含まれる正常な造血幹細胞の働きによって recipient の造血システムを
再構築させる治療法である(Thomas et al., 1971)。骨髄移植は、白血球の HLA 型が
donor と recipient の間で一定以上一致していないと拒絶反応が起きるため、これまで
は HLAが一致する donor を見つけるために様々な試みがなされてきた。しかし、現在
では骨髄バンクを利用することで非血縁者間でも移植を行うことが可能となった。これ
までに 1 万例を超える移植がなされてきており、組織幹細胞を用いた臨床応用で最も
定着した例である。また、ごく最近では、乳がん治療などによって乳房全体または一部
を切除された患者に対して、脂肪幹細胞を用いて乳房の再生を目指す臨床研究が国
内で開始された。この方法は、従来の変形した乳房にそのまま患者由来の脂肪を注
入する方法とは異なり、脂肪から脂肪幹細胞を取り出して一部の脂肪細胞と混ぜ、幹
細胞が多く含まれた状態で患者の乳房へ移植する方法である。この方法は、従来の
方法よりも脂肪細胞の生着率が高く、また脂肪幹細胞の働きによって血管を備えた脂
肪組織を作ることが可能であると期待されている。また上記以外にも、表皮水泡症患
者を対象とした骨髄間葉系幹細胞移植をはじめとする様々な疾患に対する組織幹細
胞を用いた移植治療法が考案されている。 
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フローサイトメトリーを用いた組織幹細胞の単離 
前述したように、組織幹細胞は、安全性と能力の高さから再生医療分野への貢献が
期待されている細胞であるが、臨床へ応用するには幹細胞の未分化性の維持や分化
経路のメカニズムといった細胞レベルでの詳しい解明が必要とされる。 
現在の幹細胞研究において、組織から幹細胞を得る手法としてフローサイトメトリー
が広く用いられている。フローサイトメトリーは、個々の細胞の表面抗原を識別すること
が可能であり、純度の高い単離方法として非常に有効であるとされている。例えば、ヒ
トの造血幹細胞では、CD34 が幹細胞のマーカーのひとつとして知られており、抗
CD34 抗体を用いて造血幹細胞を純化することができるとされている(Sutherland and 
Keating, 1992; Sutherland et al., 1993; Krause et al., 1996)。しかし、この手法は特異的
マーカーが細胞表面上に発現していない幹細胞や、幹細胞のプロファイルが進んで
いないために特異的マーカーすらわかっていない幹細胞に対しては不向きであり、現
在フローサイトメトリーを用いることができない組織幹細胞を得るために新しい手法の
構築が望まれている。 
 
組織幹細胞の特性 
多くの組織幹細胞は生体内において休止期にあることが知られている。通常、組織
が傷害を受けると、最終分化を終えた分化細胞は機械的または化学的ストレスによっ
て多くの細胞は細胞死に至る。ところが、幹細胞が同様のストレスを受けた場合では、
幹細胞は逆にストレスが刺激となり、活性化されて休止期から細胞周期に入り、自己
複製すると同時に分化細胞を生み出すことで組織の再構築を行う（Fig. 1）ことが知ら
れている(Johansson et al., 1999; Oishi et al., 2009; Takubo et al., 2010)。例えば、ニュ
ーロンやグリアといった神経細胞は、脳内で虚血が起こると死滅してしまうのに対し、
神経幹細胞は逆に活性化され、増殖・分化することで新しい神経細胞を生じることが
報告されている(Liu et al., 1998; Yagita et al., 2001; Nakatomi et al., 2002; Tonchev et 
al., 2003)。このことは、分化細胞に比べて幹細胞がストレスに対して高い耐性を持つこ
とを示唆しており、幹細胞が共通して備えているであろう特性であると考えられる。 
 
本研究の目的 
組織幹細胞は、これからの再生医療の分野において様々な疾患に対する新たな治
療法開発に繋がる可能性を秘めた細胞であり、倫理問題や安全性の面において ES
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細胞や iPS 細胞に比べて現実的な細胞ソースとして非常に魅力的である。この細胞を
用いた臨床応用の実現のためにも、幹細胞のプロファイル解析は必須である。しかし、
多くの幹細胞にはまだ未解明な部分が数多く残っており、中には幹細胞の存在すら
確認されていない組織や臓器も存在する。これらの解析が進んでいない理由のひとつ
として、組織からの幹細胞の単離が困難であるという点が挙げられる。 
 そこで本研究では、幹細胞を組織から効率的に得るための新たな手法として、幹細
胞の根本的な特性であるストレス耐性を利用した濃縮方法の確立を目指した。この濃
縮方法は、マーカーなどに依存しない新規の採取方法であり、現在未だに表面抗原
が同定されていない未知の組織幹細胞に対しても適用できると期待される。 
 
  
9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 2章 
マウス骨格筋幹細胞を用いた濃縮方法の検討 
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2-1 諸言 
 
骨格筋幹細胞は、サテライト細胞とも呼ばれ、生体内では筋線維と基底膜の間に位
置している (Mauro, 1961)。骨格筋幹細胞も他の組織幹細胞と同様に、筋線維が損傷
を受けると活性化され、増殖、分化して互いに融合し、筋管細胞を経て新たな筋線維
を再生することが知られている (Schultz and McCormick, 1994; Smith et al., 1994; 
Hawke and Garry, 2001)。 
Pax7 （Paired box protein 7）は、マウスの骨格筋幹細胞の有力なマーカーであり、
近年 Pax7のトランスジェニックマウスの開発によって骨格筋幹細胞の起源や発生段階
における解析が大きく進んでいる (Seale et al., 2000; Relaix et al., 2004; Relaix et al., 
2005; Zammit et al., 2006)。しかし、Pax7は転写因子であるため核内に局在しており、
フローサイトメトリーを用いた純化に用いることができない。 
 
これまでに、いくつかのグループによってマウスの骨格筋幹細胞の表面抗原の解析
が進められ、CD34 (Beauchamp et al., 2000)、M-cadherin(Irintchev et al., 1994)、
VCAM-1 (Rosen et al., 1992)、caveolin-1 (Volonte et al., 2005)、calcitonin receptor 
(Gnocchi et al., 2009)、α7 Integrin (Blanco-Bose et al., 2001)、β1 Integrin (Kuang et al., 
2007)、Nestin (Day et al., 2007)など多くのマーカーが報告されている。また、様々な細
胞表面マーカーの組み合わせ（例えば、Syndecan-3 と Syndecan-4 (Tanaka et al., 
2009)、α7-integrin と CD34 (Sacco et al., 2008)、CXCL4 と β1-Integrin (Cerletti et al., 
2008)など）を用いて、フローサイトメトリーで骨格筋幹細胞を単離する試みがなされて
いるが、いずれの表面抗原においても Pax7 に代わるような有力な骨格筋幹細胞特異
的なマーカーにはなり得ない。近年、SM/C-2.6 と命名された抗体がフローサイトメトリ
ーにおいてマウスの休止状態（dormant）の骨格筋幹細胞を認識するという報告がなさ
れた (Fukada et al., 2004)。しかし現在、この抗体が骨格筋幹細胞の何を抗原として認
識しているのかは未だにわかっておらず、その他にも種特異性、機能、骨格筋以外の
組織由来の細胞での発現の有無などの解析が待たれている。 
 
本研究では、幹細胞のストレス耐性に着目し、表面抗原が特定されていない組織幹
細胞に対しても応用できる新たな濃縮方法の確立を目指した。本研究の評価系を構
築するにあたり、骨格筋幹細胞を用いることにした。その理由として、（1）分化するにつ
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れて細胞の形態が変化し、お互いに融合して最終的に多核の筋管細胞を形成する性
質を持っているため、顕微鏡下での観察のみで細胞の分化状態が判断でき、（2）幹
細胞では Pax7、Myocyte では MyoD、多核の筋管細胞では Myogenin を発現すると
いった、各分化段階のマーカーがはっきりと特定されている点から、本評価系を構築
するにあたり非常に適していると判断した（Fig. 2）。そこで本章では、マウスの骨格筋よ
り樹立した初代培養細胞を用いて検討を行った。 
 
検討するストレスとしては、幹細胞と関わりが深いと報告の多い飢餓状態、低酸素、
消化酵素処理の3種類について検討を行うこととした。飢餓状態においては、（1）細胞
の生存に重要な因子とされるウシ血清（fatal bovine serum: FBS）を完全に除去した無
血清、および（2）FBS以外にも栄養因子となるアミノ酸類を除いた低栄養の2種類を用
意した。また、（3）造血幹細胞や神経幹細胞において報告の多い低酸素（2% O2濃度）
条件下での培養を行った。さらに（4）消化酵素処理に関しては、当研究室において、
以前ヒトの骨髄間葉系細胞（bone marrow stromal cell: BMSC）とヒトの fibroblast より新
規の多能性幹細胞である Muse 細胞の濃縮に用いた長時間のトリプシン処理
（long-term trypsin incubation: LTT）を使用することとし (Kuroda et al., 2010)、回収し
た細胞をそのままトリプシン溶液で 6時間の培養を行った。 
また、各ストレスによる濃縮効率を評価する系として、ストレス処理後に生き残った細
胞に含まれる Pax7陽性細胞の割合を免疫染色を用いて測定し、ストレス条件の比較・
検討を行った。 
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2-2 方法 
 
本研究における全ての遺伝子組換え実験、動物実験は、東北大学専門委員会の
指針に基づき、機関承認を得て実験を実施した。 
 
マウス骨格筋からの初代培養 
本章では、Japan SLC, Inc.より購入した C57BL/6NCrSlcマウス（8週齢、オス）を用
いて研究を行った。 
マウスから大腿筋と腓腹筋を採取後、脂肪や結合組織等を除去し、DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Invitrogen)で 2回洗浄した。その後、骨格筋を
DMEMで調製した 0.1 mg/ml collagenase/dispase（Roche Applied Science）溶液に浸し、
37℃に保った 5% CO2インキュベーター内で 2時間程度コラゲナーゼ処理を行った。
その後、組織をフィルトレーションして得られた細胞分散液を 15 mlのチューブに回収
し、110×gで 8分間遠心した。上清を新しい 15 mlチューブに回収し、400×gで 8分
間遠心した。上清を除去後、ペレットを DMEMに懸濁し、再度 400×gで 8分間遠心
した。再度、同様の操作を行い、最終的に得られたペレットを growth mediumに懸濁し、
typeⅠcollagen-coated dishへ播種した 
 
細胞培養 
マウスの骨格筋から樹立した初代培養細胞は、37℃、5%CO2インキュベーター内で
growth mediumを用いて培養した。 
 
Growth mediumの組成 
DMEMに以下の因子を添加したものを Growth medium とした。 
20%（v/v）FBS（fetal bovine serum; Hyclone; Thermo Fisher Scientific） 
0.1 mg/ml kanamycin sulfate（Gibco Invitrogen） 
10 ng/ml bFGF（basic fibroblast growth factor; PeproTech） 
500 U/ml ESGRO
®（LIF; Millipore） 
 
ストレス条件の検討 
初代培養細胞をそれぞれ以下のストレス条件下で培養を行った。 
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培地組成 
① 無血清 ： 血清を加えていない DMEM  
② 低栄養 ： HBSS（Hanks’ balanced salt solution）buffer (Invitrogen)  
③ 低酸素 ： 20% FBSを加えた DMEM  
④ LTT ： 0.25% Trypsin-HBSS（Invitrogen） 
 
培養条件 
① 無血清 ： 37℃、CO2インキュベーター内で 2日間培養 
② 低栄養 ： 37℃、CO2インキュベーター内で 2日間培養 
③ 低酸素 ： 酸素濃度を 2%に設定した 37℃、CO2インキュベーター内で 2
日間培養 
④ LTT ： 37℃、CO2インキュベーター内で 6時間培養 
 
以上、計 4種類のストレス条件を検討した。 
各ストレス処理を行った後、細胞を回収し、トリパンブルー染色を行って細胞の生存
率を計測した。その後、回収した細胞を growth mediumへ懸濁し、typeⅠcollagenでコ
ーティングされたカバーガラスへ播種して通常の培養条件下で培養した。そして、培
養 24 時間後にカバーガラスを回収し、免疫染色を行って Pax7 陽性細胞の割合を測
定した。この検討は、それぞれ 3回以上行った。 
 
LTT （long-term trypsin incubation） 
5×105細胞のマウス骨格筋系細胞を 5 mlのトリプシン溶液（0.25% trypsin-HBSS）
に懸濁し、6 cm dishへ移して 37℃の CO2インキュベーター内で各処理時間（1、3、6、
8時間）インキュベートした。その後、0.01 Mの PBSを用いて細胞液を 15 mlチューブ
に回収し、400×gで 8分間遠心した後に上清を除去した。得られた細胞のペレットに 
5 mlの PBSを加え、MSI Minishaker（IKA Works, Inc.）を用いて 1800 rpm/minで 1分
間 vortexを行った。その後、400×gで 15分間遠心し、上清を取り除いて得られたペレ
ットを growth medium に懸濁した後、細胞溶液の一部をトリパンブルーで染色して細
胞の生存率を計測した。また、残りの細胞液は typeⅠcollagenでコーティング処理を施
したカバーガラスへ移し、通常の培養条件で 24 時間培養した。培養後、カバーガラス
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を回収し、免疫染色を行った。この検討は、それぞれ 3回以上行った。 
 
免疫染色：Immunocytochemistry 
培養後に回収したカバーガラスを 0.01 M PBSで調製した 4%（w/v）パラホルムアル
デヒドで固定し、その後 PBSで 3回洗浄したものを使用した。また、染色の手順は全て
以下の流れで行った。 
 
手順 
1） ブロッキング溶液を加え、室温で 1時間インキュベートした。 
2） ブロッキング溶液を除去し、一次抗体溶液を加えて 4℃で一晩反応させた。 
3） 一次抗体溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
4） 二次抗体溶液を加え、室温で 1時間反応させた。 
5） 抗体溶液を除去し、PBSで 3回洗浄した。 
6） 抗体希釈液で希釈した DAPI溶液を加え、室温で 2分間反応させた。 
7） DAPI溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
8） カバーガラスを蒸留水で軽く洗浄し、封入剤を加えて封入した。 
 
試薬 
・ ブロッキング溶液 ： 0.8%（ｗ/v）ブロックエース（DS Pharma Biomedical）、5%（w/v）
BSA（bovine serum albumin; Sigma-Aldrich Japan）、0.3%（v/v）
Triton X-100（Wako Pure Chemical） in 0.02 M PBS。 
・ 抗体希釈液 ： 0.2%（ｗ/v）ブロックエース、1%（w/v）BSA、0.3%（v/v）Triton X-100 
in 0.02 M PBS 
・ 封入剤 ： SlowFade® Gold antifade regent（invitrogen） 
 
抗体と希釈倍率 
【一次抗体】 
・ Pax7 ： 6000倍希釈。Developmental Studies Hybridoma Bank（DSHB）より購入。 
・ MyoD ： 200倍希釈。BD Pharmingen より購入。 
・ Myogenin ： 1000倍希釈。BD Pharmingen より購入。 
・ S100A4： 2000倍希釈。Dako Cytomation より購入。 
15 
 
・ von Willebrand factor（vWF）： 1200倍希釈。Dako Cytomation より購入。 
・ P0 ： 100倍希釈。Karl-Franzens Universitatの Dr. J.J. Archelos より給与。 
・ Ki67 ： 100倍希釈。Thermo Fisher Scientific より購入。 
 
【二次抗体】 
Alexa488 もしくは Alexa568 で標識された抗マウス IgG もしくは抗ウサギ IgG 抗体を、
500倍に希釈して使用した。使用した二次抗体は、全て invitrogen より購入した。 
 
染色後は、C1si ニコン コンフォーカル顕微鏡システム（Nicon Corp.）を用いて解析、
画像撮影を行った。また、Pax7陽性細胞およびMyoD陽性細胞の含有率の解析では、
1000細胞以上の初代培養細胞を解析した。 
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2-3 結果 
 
マウス骨格筋の初代培養細胞に含まれる populationの解析 
8 週齢のオスのマウスから大腿筋と腓腹筋を採取し、コラゲナーゼ処理を行って初
代培養細胞を樹立した。得られた初代培養細胞に含まれる細胞集団を、各マーカー
を用いた免疫染色を行って解析した。その結果、骨格筋幹細胞のマーカーである
Pax7陽性細胞が 9.3±3.4%、MyoD陽性を示すMyocyteが 10.0±5.4%、また両者の
うち、Pax7陽性かつMyoD陽性を示す細胞が 2.5±0.6%の割合で含まれていた（Fig. 
3, Fig. 7 Before LTT）。また、この細胞集団には非骨格筋細胞も含まれていると考えら
れたため、fibroblast や血管内皮細胞、シュワン細胞の割合も調べた。その結果、
fibroblast（S100A4+Pax7-MyoD- cells）は 78.4±2.6%、血管内皮細胞（vWF+ cells）は
2.6±0.6%、シュワン細胞（P0+ cells）は 3.2±0.5%の割合を占めていることがわかった
（Fig. 4, Fig. 7 Before LTT）。 
 
ストレス条件の検討 
マウスの初代培養細胞を、1）無血清、2）低栄養、3)低酸素、4）LTT の 4 種類のスト
レス条件下において培養した。その後、細胞を回収し、それぞれ骨格筋幹細胞のマー
カーである Pax7 陽性細胞の割合を免疫染色によって測定した。その結果、ストレス処
理を行わなかった通常の培養条件のサンプルでは、Pax7 陽性細胞の割合は 4.0±
0.2%であった。一方、ストレス処理を行ったサンプルでは、1）無血清条件において 1.6
±0.2%、2)低栄養条件では 3.7±0.2%、3）低酸素条件では 0.9±0.1%と、いずれもス
トレス処理を行わなかったサンプルの Pax7 陽性細胞の割合を下回る結果となったの
に対し、4）6 時間の LTT を行ったサンプルのみ Pax7 陽性細胞の割合は 27.3±1.9%
を示した（Table 2）。 
 
マウス骨格筋幹細胞の濃縮 
マウス骨格筋の初代培養細胞に対して 1, 3, 6, 8時間のトリプシン処理を行い、それ
ぞれの処理時間での細胞集団に含まれる Pax7陽性細胞の割合を調べた。 
その結果、LTTの各処理時間の Pax7陽性細胞率は、LTT前では 9.3±3.4%、1時
間では 10.3±1.9%、3 時間では 18.2±4.5%、6 時間では 28.6±1.9%、8 時間におい
ては 19.3±1.6%を示した（Fig. 5A）。また、LTTの各処理時間での細胞の生存率も調
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べたところ、LTT処理 1時間では 6.0±0.4%、3時間では 5.4±0.4%、6時間では 12.8
±1.2%、8時間においては 16.3±2.2%であった（Fig. 5B）。 
同様にして、MyoD 陽性細胞についても調べたところ、MyoD 陽性細胞の割合は、
LTT前では10.0±4.4%、LTT 1時間において8.3±3.0%、LTT 3時間では13.2±2.4%、
LTT 6時間では 34.3±0.5%、LTT 8時間において 23.8±3.5%という結果が得られた
（Fig. 6A）。また、LTTの各処理時間における細胞の生存率も調べたところ、LTT 1時
間では 5.1±0.5%、LTT 3時間では 4.9±0.9%、LTT 6時間では 14.3±1.7%、LTT 8
時間においては 17.9±1.9%であった（Fig. 6B）。 
また、6時間の LTT後の細胞集団に含まれる populationを調べたところ、Pax7陽性
かつMyoD陽性の細胞は 19.5±2.6%、少なくとも Pax7またはMyoDのいずれかを発
現する骨格筋細胞myocyte lineage cellsは 43.3±1.0%を占めていた（Fig. 7）。さらに、
非骨格筋細胞が占める割合も調べたところ、fibroblast が 61.7±1.5%、血管内皮細胞
が 0.4±0.2%、シュワン細胞が 0.3±0.1%の割合を占めていた（Fig. 7）。 
 
in vitroにおける LTTによる幹細胞への影響 
6時間の LTT後に得られた細胞に対して、細胞増殖マーカーである Ki67を用いて
免疫染色を行ったところ、LTT により濃縮された Pax7 陽性細胞の中に Ki67 を発現し
ている細胞が確認された（Fig. 8）。また、Ki67 陽性を示す Pax7 陽性細胞の割合を測
定したところ、LTT前では 91.5±2.7%、LTT後においては 51.1±4.4%であった。また、
LTT なし（通常のトリプシン処理を行って回収した細胞集団をガラスへ貼り付けたのみ）
の系においても同様に割合を測定したところ、56.9±2.4%であった。 
次に、LTT 後の細胞集団を培養し、LTT 後においても自然発生的に多核の筋管細
胞が形成されるかどうかを観察した。その結果、LTT 後の培養 4 日目において、多核
の筋管細胞が形成されていることを顕微鏡下で確認した（Fig. 9A）。また、骨格筋細胞
の最終分化段階のマーカーである Myogenin の発現を免疫染色にて調べたところ、こ
れらの多核の筋管細胞がMyogeninを発現していることが確認された（Fig. 9B,C）。 
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2-4 考察 
 
本章では、幹細胞の持つストレス耐性に着目した濃縮方法を確立するために、マウ
スの骨格筋より樹立した初代培養細胞に対して、無血清、低栄養、低酸素、消化酵素
処理という 4つのストレス条件で検討を行った。 
 
本章で設定したストレス条件は、いずれも細胞が生体内でさらされる代表的なストレ
スであり、幹細胞とこれらのストレスの関係については、これまでにいくつか報告がなさ
れている。例えば、無血清や低栄養といったストレスに関しては、線虫の生殖細胞に
おいて報告があり、線虫が飢餓状態に陥るとほとんどすべての生殖細胞系列が
apoptosisを起こして死滅するが、germline stem cellsは生き残るとされている。そして、
飢餓状態から回復すると、生き残った germline stem cellsが増殖・分化することで、生
殖細胞が再生されることが知られている (Angelo and Van Gilst, 2009)。 
また、低酸素のストレスに関しては、造血幹細胞がよく研究されている。哺乳類の骨
髄は、相対的に低酸素状態になっているが、その中でもより低酸素状態のところに造
血幹細胞が局在しているという報告があり、造血幹細胞の維持に低酸素が関与してい
る可能性が示唆されている (Cipolleschi et al., 1993; Levesque et al., 2007; Parmar et 
al., 2007)。また、ヒトやマウスの iPS細胞の作製効率が、低酸素条件下で増強されたと
いう報告もあり (Yoshida et al., 2009)、低酸素と幹細胞との間には深い関係があると考
えられている。 
消化酵素処理によるストレスとしては、apoptosis が関与していると考えられる。細胞
は普段、細胞表面上に様々な接着分子や生存に必要なレセプターを発現しているが、
消化酵素処理を行うと、接着分子やレセプターなどのタンパク質が非特異的に分解さ
れる。細胞接着は、接着性細胞にとって単に細胞同士の接着のみならず、細胞の極
性や増殖、運動といった様々な細胞機能に必須の役割を果たしている。特に、足場と
なる細胞外基質への接着が阻害されると、anoikis と呼ばれる特殊な apoptosis が誘導
され、細胞は死滅することが報告されている (Frisch and Ruoslahti, 1997; Frisch and 
Screaton, 2001)。そのため、長時間の消化酵素処理によって接着分子を失った細胞は、
足場へ接着できなくなり、anoikis が誘導されると考えられる。しかし一方で、神経幹細
胞や乳腺幹細胞などの幹細胞では、あえて細胞の接着を阻害して浮遊培養を行うこと
で、幹細胞の特性を維持したまま増殖させることが可能であると知られている
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(Reynolds and Weiss, 1992; Cicalese et al., 2009; Pece et al., 2010)。これらの報告から、
消化酵素処理によって細胞接着を阻害すると、一般の分化した細胞は apoptosis によ
って死滅するのに対し、幹細胞はこのような状況下でも生存することが可能であると考
えられる。 
 
そこで本章では、幹細胞と関わりが深いとされる、無血清、低栄養、低酸素、消化酵
素処理の 4つのストレス条件を準備し、マウスの骨格筋幹細胞を含む細胞集団に応用
した。その結果、ストレスをかけない通常条件で培養を行った細胞集団では、Pax7 陽
性の骨格筋幹細胞は 4.0±0.2%含まれていた。この割合に対し、無血清、低栄養、低
酸素の条件ではPax7陽性細胞の割合は未処理のものと比べて低い値を示したが、唯
一トリプシンを用いた消化酵素処理（LTT）ではPax7陽性細胞の割合は 27.3±1.9%で
あり、未処理の割合よりも 6 倍以上も高い割合を示した。これらの結果から、幹細胞と
関わりが深いとされる 4 つのストレス条件下において、LTT が最も効率的に骨格筋幹
細胞を濃縮できる条件であることが示された。 
  
次に、骨格筋幹細胞の濃縮における LTT の最適な処理時間について検討した。
LTTの処理時間を 1、3、6、8時間の 4つに設定し、各処理時間後の細胞集団に含ま
れる幹細胞の割合を調べた。その結果、4 つの処理時間の中でも 6 時間の LTT が最
もマウスの骨格筋幹細胞を濃縮することができ、LTT前では 9.3±3.4%であったのが 6
時間の LTT処理後では 28.6±1.9%と、LTTによって約 3倍以上も幹細胞を濃縮する
ことができた。 
加えて、一部の骨格筋幹細胞を含む未分化なMyocyteのマーカーであるMyoD陽
性細胞についても LTT による含有率の変化を調べた。その結果、MyoD 陽性細胞に
おいても Pax7 と同様、6時間の LTTにおいてMyoD陽性細胞の割合が最も高くなっ
ており、LTT前後で 10.0±4.4%から 34.3±0.5%と約 3倍以上上昇していることが示さ
れた。以上の結果から、LTTは Pax7陽性細胞と同様にMyoD陽性細胞も濃縮するこ
とでき、6時間の処理時間が最も効果的であることが示された。 
 
通常、ストレス処理の時間が長くなればなるほど細胞はダメージをうけて死滅してい
くことが予想される。しかし、本章の結果では、Pax7 陽性細胞と同様に MyoD 陽性細
胞においても、LTT 1 時間から 3 時間までは生存率が減少しているのに対し、LTT 3
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時間後からは時間経過に従って生存率が上昇していた。これに関しては、LTT という
ストレス処理に、1) トリプシンを用いていること、そして 2) トリプシン処理後に 1分間の
vortex 処理を行うことに起因していると考えられる。トリプシンは、塩基性アミノ酸である
リジンやアルギニンのカルボキシル基側のペプチド結合を加水分解する消化酵素で
あり、ほぼ非特異的にタンパク質を分解する酵素と考えられる。そして、この分解対象
はトリプシン自身も含まれており、処理時間が長ければ長くなるほどトリプシン自身も分
解されていき、トリプシンの効力が減少していったと考えられる。そして、LTT はトリプシ
ン処理を行った後に 1 分間の vortex を行うことで、よりストレスに強い細胞のみを回収
している。そのため、処理時間の短い 1 時間や 3 時間ではトリプシンの効力が発揮さ
れており、トリプシンの後の vortexによって多くの細胞が死滅する。しかし、トリプシンの
処理時間が長時間になるほど効力が減少していき、トリプシンによるダメージよりも細
胞自身のリカバリーの方が勝ることで、長時間のトリプシンインキュベーションを行って
も vortexのステップで細胞が死滅しないという状態になっていると考えられる。 
 
骨格筋幹細胞には、細胞増殖を行っていない休止期状態の quiescent stem cells
（Pax7＋MyoD－細胞）と、細胞周期に入って自己複製と分化細胞を生み出す activated 
stem cells（Pax7＋MyoD＋細胞）が含まれていることが知られている (Tedesco et al., 
2010)。本研究の LTTは、Pax7陽性細胞とMyoD陽性細胞の両方の割合を LTT前後
で約 3倍以上上昇させることができているが、これらの陽性細胞の中でも Pax7のみ陽
性を示す quiescent stem cells の割合は、LTT 前後で 6.8±4.0%から 9.1±4.5%へ、
Pax7 陽性かつ MyoD 陽性を示す activated stem cells の割合は 2.5±0.6%から 19.5
±2.6%へ上昇していることがわかった（Fig. 7）。この結果から、1）LTT は quiescent 
stem cells と activated stem cellsの両方に対して濃縮できる方法であること、また LTT
前後で変化した割合は、quiescent stem cells よりも activated stem cellsの方が著しく大
きいことから、2）activated stem cellsの方が quiescent stem cellsよりも LTTが与えるスト
レスに対して耐性が高いことが示唆された。一方、未分化なMyocyte（Pax7-MyoD+ 細
胞）においても、LTT前後において 7.5±6.0%から 14.8±3.2%まで濃縮されていること
が示されたが、quiescent stem cellsと activated stem cellsを含む Pax7陽性細胞の方が
LTT 前後における割合の変化率が高いことから、幹細胞の方がよりストレス耐性を示
すことが示唆された。 
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一方、LTT 前後における初代培養細胞に含まれる非骨格筋細胞の割合の変化を
調べたところ、fibroblast は 78.4±2.6%から 61.7±1.5%へ、血管内皮細胞は 2.6±
0.6%から 0.4±0.2%、シュワン細胞では 3.2±0.5%から 0.3±0.1%へと、LTT後ではす
べての非骨格筋細胞において割合が減少していることが示された。これらの結果から、
LTT は一般の分化細胞が混ざった状態の細胞集団から骨格筋幹細胞を濃縮するの
に適したストレス条件であると示唆された。 
 
以上の結果より、LTT は骨格筋幹細胞を効率的に濃縮できる手法であることが示さ
れた。しかし、LTT というストレス条件は人工的に設定されたものであり、LTT を行うこと
で濃縮された幹細胞の増殖が停止してしまうことや、通常の分化が行えない、といった
機能不全を起こしてしまう可能性が考えられた。そこで、LTT によって濃縮された幹細
胞が正常に増殖しているかを細胞増殖マーカーである Ki67 を用いて調べたところ、
Ki67 を発現している Pax7 陽性の骨格筋幹細胞を確認することができた。また、これら
の細胞は LTT 前では 91.5±2.7%、LTT 後では 51.1±4.4%、LTT なしの系では 56.9
±2.4%の割合で含まれていた。Ki67 は、細胞周期関連核タンパク質であり、細胞周
期の G1 期，S 期，G2期，M 期において発現するが，増殖を休止している G0 期にお
いては発現しないことが知られている。今回の結果から、LTT処理を行った Pax7 陽性
細胞が Ki67 を発現していることから、LTT 後においても骨格筋幹細胞が増殖能を保
持していることが確認された。しかし、LTT 前では Ki67 陽性の Pax7 陽性細胞の割合
が 91.5±2.7%であったのに対し、LTT後では 51.1±4.4%と割合が下がっていた。この
点に関しては、LTT を行っていない（通常のトリプシン処理を行ってガラスに貼り付け
たのみ）系においても 56.9±2.4%と、LTT 後と同程度の割合を示していたことから、
LTT後の Ki67を発現する Pax7陽性細胞の割合の低下は、LTTによる影響ではない
ことが示唆される。一方、細胞が持つ分化能への影響に関しては、LTT 後の細胞を培
養し続け、多核の筋管細胞の形成を確認した。その結果、培養開始 4 日目において
最終分化段階のマーカーである Myogenin 陽性を示す多核の筋管細胞を確認するこ
とができ、濃縮後の細胞が正常に分化できていることが示された。これらの結果から、
in vitroにおいて LTTは幹細胞の持つ本来の機能である増殖能や分化能を損なうこと
なく幹細胞を濃縮できる手法であることが示された。今後、LTT 後の Pax7 陽性細胞の
single cell cultureを行い、単一の幹細胞からの筋管細胞の形成を観察することで、より
詳細な解析が期待される。 
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第 3章 
LTTによるヒト骨格筋幹細胞の濃縮 
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3-1 諸言 
 
前章では、マウスの骨格筋より樹立した初代培養細胞を用いて、骨格筋幹細胞を濃
縮できるストレス条件を検討した。その結果、6時間の LTTが、マウスの骨格筋幹細胞
の濃縮に効果的であることが示された。また、LTTは in vitroにおいて幹細胞の持つ本
来の能力に影響を与えることないストレスであることが示された。 
 
しかし、前章の結果はマウス骨格筋幹細胞のみに効果的な処理である可能性が考
えられ、ヒトの骨格筋幹細胞においても LTTが幹細胞の濃縮に有効であるか不明であ
った。そこで本章では、ヒトの正常骨格筋細胞を用いて同様に LTT を行い、LTTがヒト
の骨格筋幹細胞の濃縮に対しても有効であるか検討した。 
 
本章では、ヒトの骨格筋細胞として、Lonza より購入した SkMC という培養細胞と、マ
ウスの骨格筋から初代培養細胞を樹立した方法と同様の手法を用いてヒトの骨格筋か
ら樹立した初代培養細胞の 2種類の細胞を用いて LTTの検討を行った。 
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3-2 方法 
 
ヒト骨格筋からの初代培養 
本章では、Asterand, Inc.より購入した 2 種類の正常なヒト骨格筋サンプル（80 歳女
性、82歳男性）を用いて研究を行った。 
ヒトの大腿筋より採取された約 3～10 cm3のサンプルから脂肪や結合組織、血管等
を除去し、PBSで 2回洗浄した。その後、骨格筋を 0.1 mg/ml collagenase/dispase溶液
に浸し、37℃のCO2インキュベーター内で 2時間程度コラゲナーゼ処理を行った。コラ
ゲナーゼ処理後の手順は、前章のマウスの初代培養の手順と同様である。 
 
細胞培養 
Lonza より購入した正常ヒト骨格筋細胞（Normal Human Skeletal Muscle Cells; 
SkMC）を専用の growth mediumである SkGM® BulletKit®（Lonza）を用いて、37℃の
CO2 インキュベーター内で培養した。また、ヒトの骨格筋より樹立した初代培養細胞に
対しても、同様の培地を用いて培養を行った。 
 
LTT （long-term trypsin incubation） 
5×105細胞のヒト骨格筋系細胞を 5 mlのトリプシン溶液（0.25% trypsin-HBSS）に懸
濁し、37℃の CO2インキュベーター内で各時間（1、3、6、8 時間）培養した。手順は前
章と同様である。 
 
免疫染色：Immunocytochemistry 
4%パラホルムアルデヒド溶液で固定した細胞において各抗体を用いて免疫染色を
行った。手順は前章と同様である。また本章で新しく追加した抗体の情報を以下に示
す。 
 
抗体と希釈倍率 
【一次抗体】 
・ typeⅠcollagen ： 1000倍希釈。Southern Biotech より購入。 
・ glial fibrillary acidic protein（GFAP）： 原液で使用。Dako Cytomation より購入。 
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【二次抗体】 
Alexa488 もしくは Alexa568 で標識された抗マウス IgG、抗ウサギ IgG もしくは抗ヤギ
IgG抗体を 500倍希釈にて使用した。使用した二次抗体は、全て invitrogenより購入し
た。 
 
本章では、Pax7 陽性細胞の含有率の解析においてそれぞれ 500 細胞以上の細胞
を解析した。 
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3-3 結果 
 
ヒト骨格筋幹細胞に対する LTTの有効性の検討 
SkMC に含まれる Pax7 陽性細胞の割合を免疫染色を用いて調べたところ、11.8±
1.1%の陽性細胞が含まれていることがわかった（Fig. 10, Fig. 11B before LTT）。次に
マウスと同様に、SkMCに対して LTT（1, 3, 6, 8時間）を行い、生き残ってきた細胞集
団に含まれる Pax7 陽性細胞の割合を調べた。その結果、LTT 前では 11.8±0.9%、1
時間では 28.1±1.1%、3 時間では 32.2±1.6%、6 時間では 11.0±2.7%、8 時間にお
いては 8.1±2.0%を示した（Fig. 11A）。また、各処理時間における細胞の生存率も調
べたところ、LTT処理 1時間では 5.1±0.4%、3時間では 8.1±1.0%、6時間では 15.3
±2.1%、8時間においては 19.9±4.6%であった（Fig. 11B）。 
 
LTTによるヒト骨格筋幹細胞への影響 
LTT 後の SkMC に対して細胞増殖マーカーである Ki67 を用いて免疫染色を行っ
たところ、濃縮された Pax7 陽性細胞において Ki67 を発現している細胞が確認された
（Fig. 12）。また、Ki67陽性を示すPax7陽性細胞の割合を測定したところ、LTT前では
90.0±3.2%、LTT 後においては 91.2±1.6%であった。また、LTT なし（通常のトリプシ
ン処理を行ってガラスへ貼り付けたのみ）の系においても同様に割合を測定したところ、
91.6±1.0%であった。 
LTT 後の細胞集団を培養し、自然発生的に多核の筋管細胞が形成されるかどうか
を観察したところ、LTT 後の培養７日目において、多核の筋管細胞が形成されている
ことを顕微鏡下で確認した（Fig. 13）。さらに、これらの多核の筋管細胞が最終分化段
階のマーカーのMyogenin を発現していることも確認することができた（Fig. 13）。 
 
ヒト骨格筋の初代培養細胞に含まれる populationの解析 
マウス骨格筋と同様の樹立方法を用いて、ヒト骨格筋系細胞（tissue-derived human 
skeletal muscle cell: T-SKMC）を樹立した（Fig. 14）。この T-SKMCに含まれる細胞の
population を調べたところ、Pax7 陽性細胞は 31.2±4.7%、MyoD 陽性細胞は 53.9±
2.3%、またPax7陽性かつMyoD陽性を示す細胞は 6.6±1.3%の割合で含まれていた
（Fig. 15, Fig. 18 Before LTT）。さらに、非骨格筋細胞の population も解析したところ、
fibroblast（typeⅠcollagen+Pax7-MyoD- cells）は 10.1±0.4%、血管内皮細胞（vWF+ 
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cells）は 3.9±0.5%、シュワン細胞（GFAP+ cells）は 3.1±0.2%の割合を占めていた
（Fig. 16, Fig. 18 Before LTT）。 
 
 
T-SKMCを用いたヒト骨格筋幹細胞の濃縮 
ヒト骨格筋より樹立した T-SKMCに、1, 3, 6, 8時間のトリプシン処理を行い、それぞ
れの処理時間での Pax7陽性細胞率を測定した。その結果、LTT前では 31.6±4.1%、
1時間では 46.4±10.6%、3時間では 79.9±1.9%、6時間では 33.2±6.7%、8時間に
おいては 19.9±3.0%を示した（Fig. 17A）。また、各処理時間での細胞の生存率も調
べたところ、LTT 処理 1 時間では 12.0±1.3%、3 時間では 13.4±0.9%、6 時間では
15.5±0.5%、8時間においては 17.8±1.6%であった（Fig. 17B）。加えて、MyoD陽性
細胞の割合は 63.9±1.3%、Pax7陽性かつMyoD陽性の細胞は 48.9±3.0%であった
（Fig. 18）。一方、非骨格筋細胞が占める割合も調べたところ、fibroblast が 1.9±0.4%、
血管内皮細胞が 0.9±0.3%、シュワン細胞が 0.7±0.1%であった（Fig. 18）。 
 
  
28 
 
3-4 考察 
 
マウスは、哺乳類の実験動物モデルとして扱いやすい動物であるが、必ずしもマウ
スで得られた結果がヒトの結果に反映されるとは限らない。例えば、序論の例として挙
げた造血幹細胞の表面抗原では、CD34が幹細胞特異的マーカーとして働くと述べた
が、それはヒトの造血幹細胞に対してだけであり、マウスの造血幹細胞ではCD34は加
齢に伴い、発現が低下していき、成体のマウスの造血幹細胞では弱陽性または陰性
を示すことが知られている (Osawa et al., 1996)。また、骨格筋幹細胞においても同様
の事例が存在する。現在、ヒトの骨格筋幹細胞のマーカーとして Pax7 と同じく NCAM
（neural cell adhesion molecule；CD56）が用いられている。しかし、NCAMは骨格筋幹
細胞特異的マーカーではなく、末梢血のリンパ球やNK細胞、樹状細胞、ニューロン、
グリア細胞などの細胞表面において発現することが知られている表面抗原である
(Cashman et al., 1987; Schubert et al., 1989; Mechtersheimer et al., 1992)。この NCAM
は、ヒトとラットの quiescent な状態の骨格筋幹細胞において発現していることが知られ
ているが (Irintchev et al., 1994; Fidzianska and Kaminska, 1995)、マウスの骨格筋幹
細胞では通常発現しておらず、分化の方向に傾いた時のみ NCAM を発現するように
なることが知られている (Capkovic et al., 2008)。 
従って、前章で LTT処理をすることによってマウスの骨格筋幹細胞を効率的に濃縮
することに成功したが、ヒトの骨格筋幹細胞において同様の結果が得られるかどうかは
不明であった。そこで本章では、市販のヒト骨格筋の培養細胞である SkMC と当研究
室でヒトの骨格筋から樹立した T-SKMC の両方を用いて、LTT がヒトの骨格筋幹細胞
の濃縮に対しても有効であるかどうかを確認した。 
 
はじめに、培養細胞の SkMC を用いて、マウスと同様の条件である 1、3、6、8 時間
のLTTを行い、細胞集団に含まれる骨格筋幹細胞の割合を調べた。その結果、マウス
の結果とは異なり、SkMC では 3 時間の LTT が最も効果的に骨格筋幹細胞を濃縮で
きることが示された。また LTT前後における細胞集団に含まれる骨格筋幹細胞の割合
は、LTT前では 11.8±1.1%であったのに対し、3時間の LTT後では 32.2±1.6%と、マ
ウスと同様に 3 倍以上割合が増加していることが示された。また、マウスと同様、SkMC
においても処理時間が長いほど細胞の生存率が上昇していることがわかった。 
さらに、LTT による細胞の増殖能と分化能への影響を in vitro で確認したところ、
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LTT後の Pax7陽性細胞において増殖マーカーの Ki67を発現している細胞が存在し
ており、これらの細胞は LTT 前では 90.0±3.2%、LTT 後では 91.2±1.6%、LTT なし
（通常のトリプシン処理を行ってガラスへ貼り付けたのみ）の系では 91.6±1.0%の割合
で含まれていた。この結果から、マウスの結果とは異なり、ヒトの骨格筋幹細胞では
LTT前後において Ki67を発現する Pax7陽性細胞の割合に大きな変化が見られない
ことや、LTT後と LTTなしの系の割合もほぼ同じであるため、ヒトの骨格筋幹細胞に対
して LTT は幹細胞の持つ増殖能に影響を与えない手法であることが示された。また、
LTT 後の細胞集団から多核の筋管細胞の形成が確認されたことなどから、マウスと同
様、ヒト細胞においても LTTは幹細胞の持つ本来の機能を損なうことなく、幹細胞を濃
縮できる手法であることが示唆された。今後、マウスと同様に Pax7 陽性細胞の single 
cell culture を行い、単一の幹細胞からの筋管細胞の形成を観察することで、より詳細
な解析が可能であると考えられる。 
 
以上より、SkMCによって LTTがヒトの骨格筋幹細胞においても有効であることが示
された。しかしながら、幹細胞の濃縮において、マウスでは 6時間の処理時間が最も効
果的であったのに対し、ヒトの SkMC では 3 時間であった。この理由として考えられる
可能性は、単なる 1）動物種の違いによるもの、または 2）SkMC という培養細胞であっ
たため、ということが考えられた。特に、後者の可能性に関しては、SkMC が実際にど
のような手法で採取された細胞集団であるか不明であることに起因した。 
 
そこで、マウスの骨格筋から細胞を樹立した方法と同様の手法を用いてヒトの骨格
筋からも初代培養細胞T-SKMCを樹立し、この細胞を用いてLTTの再検討を行った。
実験の流れとしては、SkMC と同様である。その結果、T-SKMC を用いた LTT におい
ても SkMC と同様に、3 時間の LTT が最も効率的にヒトの骨格筋幹細胞を濃縮できる
ことが示された。この結果から、マウスとヒトの細胞におけるLTTの処理時間の違いが、
動物種の違いによるものであることが示唆された。 
 
T-SKMCに 3時間の LTTを行うと、LTT前では 31.2±4.7%の骨格筋幹細胞が含ま
れていたのに対し、LTT 後では 79.9±1.9%と、LTT 後の細胞集団の約 80%を骨格筋
幹細胞が占めるという好成績であった。また、本研究では 2人のドナーより骨格筋サン
プルを購入して実験を行った。各ヒトの新鮮骨格筋は、80 歳女性と 82 歳男性の大腿
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筋から採取したサンプルであったが、どちらのサンプルから樹立した T-SKMC におい
ても、Pax7陽性細胞の割合は LTT前では約 25～40%を示し、3時間の LTTで最も効
率的に濃縮され、この時の Pax7陽性細胞率は約 80%前後の割合を示し、サンプル間
で違いは見られなかった。細胞の生存率に関しても、マウスや SkMC と同様に、処理
時間が長いほど生存率が上昇している結果が得られた。 
3時間の LTT を行うことで MyoD陽性細胞は 53.9±2.3% から 63.9±1.3%へ増加
し、Pax7陽性かつMyoD陽性を示すactivated stem cellsは6.6±1.3%から48.9±3.0%
へと大幅に増加していることが示された。一方、T-SKMC に含まれる非骨格筋細胞の
割合では、fibroblast が 10.1±0.4%から 1.9±0.4%、血管内皮細胞が 3.9±0.5%から
0.9±0.3%、シュワン細胞では 3.1±0.2%から 0.7±0.1%へといずれも大幅に減少して
いることがわかった。 
以上の結果から、T-SKMCに 3時間の LTTを行うことで、全体の約 80%まで骨格筋
幹細胞を濃縮することができた。さらに、幹細胞も含む筋再生に携わる myocyte 
lineage cells（少なくとも Pax7もしくはMyoDを発現する細胞）の割合では、LTT後に得
られた細胞集団の約 95%を占めていることが示された（Fig. 18）。 
  
しかし、T-SKMC では非常に有効であった LTT だが、同じヒト骨格筋由来である培
養細胞の SkMC では、同じ処理時間の LTT 後においても 32.3±1.8%までの濃縮効
率であった。この理由として考えられる点は、骨格筋サンプルの違い（例えば、提供者
の年齢の違い、性別の違い、採取した組織の部位の違いなど）や細胞の樹立方法の
違いが挙げられるが、SkMC に関しては採取した骨格筋組織の情報や細胞の樹立方
法の詳細については不明である。そのため、少なくともサンプルの性別は関与してい
ないと考えられる。 
一方、LTT 前の Pax7 陽性細胞率を比較すると、SkMC では 11.8±1.1%、T-SKMC
では 31.2±4.7%であり、この 2 種類の細胞はスタート時の Pax7 陽性細胞の割合から
異なっていた。一方、SkMCでは LTTをかけると 32.3±1.8%と約 3倍以上濃縮するこ
とができたが、T-SKMC は約 2.5倍程度しか濃縮できていない。これに関しては、前章
でのマウスの結果からも LTTが約 3倍程度幹細胞を濃縮できていたことを踏まえると、
LTTが骨格筋幹細胞を濃縮できる能力としては LTT前の割合の約 3倍程度ということ
が考えられる。しかし、T-SKMC においてはもともとの Pax7 陽性細胞の割合が高かっ
たため、濃縮された Pax7陽性細胞と MyoD陽性細胞で LTT後の細胞集団の大半を
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占めてしまい、LTT の濃縮能力が頭打ちになってしまったものと考えられる。そのため、
SkMCのスタート時点での Pax7陽性細胞の割合が T-SKMCと同程度であれば、今回
得られた T-SKMCの濃縮率と同程度の結果を得られていたものと期待される。 
 
以上の結果から、ヒト骨格筋幹細胞に対する LTT の濃縮は、前章のマウスの結果と
比べて最も濃縮効率の高かった処理時間に違いが見られたが、マウスだけではなくヒ
トにおいても効率的に骨格筋幹細胞を濃縮できることが確認できた。 
以後、LTT 処理を行った細胞集団のことを SEC population（satellite cell-enriched 
cell population）と呼ぶことにする。 
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第 4章 
LTTの細胞への影響 
in vivoでの検証 
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4-1 諸言 
 
これまでの結果より、in vitroにおいて LTTが骨格筋幹細胞の増殖能や分化能に影
響を与えることなく幹細胞を濃縮できることが、マウスおよびヒトの細胞を用いて示され
た。しかし、in vivoにおいて、LTT後に生き残ってきた細胞が正常に組織を修復できる
かどうかは不明であった。 
 
そこで本章では、前章で樹立したT-SKMCのSEC populationを損傷させたマウスの
骨格筋へ移植し、移植した細胞が損傷組織を修復できるかどうかを in vivoで検証した。
また、移植4週間後に再度損傷を与えて、SEC populationに含まれる骨格筋幹細胞の
組織修復能を確認した。 
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4-2 方法 
 
免疫不全損傷モデルマウスへの移植 
前章で樹立した T-SKMCにあらかじめ lentivirusによって GFP を導入し、細胞を標
識した (Hayase et al., 2009)。 
NOGマウス（NOD/Shi-SCID (Ito et al., 2002), IL-2RγKO Jic, 8週齢、オス； ICLAS 
Monitoring center）または SCID マウス（8 週齢、オス；CLEA Japan）の大腿筋に
cardiotoxinを注射して骨格筋損傷モデルマウスを作製した (Dezawa et al., 2005)。骨
格筋を損傷させてから 2日後に、3時間のLTTを行った SEC population（1×105 cells）
を損傷部位へ局所注射により移植した。移植してから 4 週間後に、再度同じ部位に
cardiotoxinを注射して筋組織を損傷させた。 
細胞移植から 2週間、4週間（2度目の損傷前）、6週間（2度目の損傷から 2週間）
後にマウスをそれぞれ回収して大腿筋を採取し、固定後に免疫染色を行った。 
 
免疫染色：Immunohistochemistry 
採取した筋組織は、periodate-lysine-paraformaldehyde（PLP）を用いて 4℃で 6時間
インキュベートして固定した。固定後、OCT compound（Sakura Finetechnical）を用いて
包埋し、厚さ 10 µm の凍結切片を作製して免疫染色を行った。染色の手順は以下の
流れで行った。 
 
手順 
1） 乾燥させた切片を PBSで 3回洗浄した。 
2） ブロッキング溶液を加え、4℃で 1.5時間インキュベートした。 
2） ブロッキング溶液を除き、1次抗体溶液を加えて 4℃で一晩反応させた。 
3） 1次抗体溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
4） 二次抗体溶液を加え、4℃で 2時間反応させた。 
5） 抗体溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
6） DAPI溶液を加え、室温で 2分間反応させた。 
7） DAPI溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
8） スライドを蒸留水で軽く洗浄し、余分な水分を除いて封入した。 
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試薬 
・ ブロッキング溶液 ： 5%（v/v）normal goat serum（Vector Laboratories）、0.3% BSA、
0.1% Triton X-100 in 0.01 M PBS 
・ 抗体希釈液 ： 0.1% Triton X-100 in 0.01 M PBS 
・ 封入剤 ： SlowFade® Gold antifade regent（invitrogen） 
 
本章では、一次抗体の希釈にブロッキング溶液を使用し、二次抗体の希釈には抗
体希釈液を用いた。 
 
抗体と希釈倍率 
【一次抗体】 
・ Pax7 ： 1000倍希釈。 
・ human dystrophin ： 100倍希釈。Vector Laboratories より購入。 
 
【二次抗体】 
Alexa568で標識された抗マウス IgG抗体を、500倍希釈にて使用した。 
 
染色後は、C1si ニコンコンフォーカル顕微鏡システム（Nikon Corp.）を用いて画像
解析、撮影を行った。 
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4-3 結果 
 
GFPをラベルした T-SKMCに 3時間の LTT処理を行った SEC populationを、あら
かじめ cardiotoxin で損傷を与えた免疫不全マウスの大腿筋へ移植した。その結果、
移植してから 2 週間後の損傷部位において GFP 陽性の中心核を持つ再生筋線維が
確認され、これは損傷部位での中心核をもつ筋線維の中の 43.0±1.5%を占めている
ことがわかった（Fig. 19A,B, Fig. 20 2 week）。また、移植 4週間後では、GFP陽性を示
す筋線維が human dystrophinを発現していることが確認された（Fig. 19C,D）。さらに、
再生筋において GFPを発現する Pax7陽性細胞が確認された（Fig. 19E,F）。 
 
次に、SEC population を移植してから 4 週間後に、再度 cardiotoxin を移植部位へ
投与し、組織を損傷させた。その後、細胞を追加移植することなく 2 回目の損傷から 2
週間後（計 6 週間後）に組織を回収し、最初の移植で損傷部位に生着したヒト骨格筋
幹細胞から再生された筋線維の割合を調べた。その結果、GFP 陽性で中心核を持つ
再生筋線維の割合は全再生筋線維中の 19.9±1.2%であった（Fig. 20）。 
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4-4 考察 
 
これまでの結果より、LTT はマウスおよびヒトの骨格筋幹細胞の持つ機能を損なうこ
となく効率的に濃縮できる方法であることが示された。しかし、今までの結果は in vitro
における検証であり、in vivoにおいて LTTで処理された骨格筋幹細胞が正常な組織
修復能を保持しているかどうかは不明であった。そこで本章では、in vivo において
LTTが与える幹細胞の持つ組織修復能への影響を確認した。 
 
あらかじめ cardiotoxin で損傷を与えたマウスの骨格筋へ GFP でラベルしたヒトの
SEC population を移植したところ、移植 2 週間後の損傷部位において 43.0±1.5%の
GFP 陽性を示す移植細胞由来の中心核を持つ再生筋線維が確認された。また、移植
4週間後において human dystrophinを発現している GFP陽性の筋線維も確認するこ
とができた。ジストロフィンは、筋細胞の細胞骨格を形成、支持、安定化させる重要な
役割を持つタンパク質であり、正常な筋線維において発現が確認されるタンパク質で
ある。これらの結果から、移植した SEC population が損傷部位に生着し、損傷した筋
線維の再生を正常に行えたことを示唆している。 
 
しかし、前章で示したように、この SEC populationには約 80%の骨格筋幹細胞が含
まれているが、同時に約 15%の Pax7陰性かつMyoD陽性の未分化なMyocyteが含
まれていることがわかっている。そのため、この未分化な Myocyte のみが損傷部位で
組織修復に働き、Pax7陽性の幹細胞は機能していない可能性が考えられた。そこで、
次は SEC populationに含まれる骨格筋幹細胞による組織修復能力の検証を行った。 
 
移植 4週間後の損傷部位において、GFPを発現する Pax7陽性細胞が中心核を持
つ再生筋の周囲に存在していることが確認されたことから、SEC populationに含まれる
骨格筋幹細胞が損傷部位に生着していることが示された。また、移植 4 週間後におい
て再度 cardiotoxin で損傷を与え、追加の細胞移植を行うことなく 2 週間経過させて、
もう一度GFP陽性の再生筋の割合を調べた。その結果、19.9±1.2%のGFP陽性の中
心核を持つ再生筋が確認された。 
通常、移植された Myocyte は分化して筋管細胞を形成し、最終的に損傷筋線維を
修復することが知られているが、骨格筋幹細胞とは異なり、一度分化すると未分化な
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状態へ戻ることはできない。そのため、1 度目の損傷による組織の修復は行えたとして
も、2 度目の損傷に対しては組織を修復する能力はないとされている。そのため、この
2度目の損傷後におけるGFP陽性を示す再生筋線維は、移植によって損傷組織へ生
着した骨格筋幹細胞によって修復された筋線維であることを示唆している。 
 
これまで第 2 章と第 3 章において、マウスおよびヒトの骨格筋系細胞を用いて、LTT
が細胞の増殖能や分化能に影響を与えないことを in vitro で確認した。また本章にお
いて、LTT後の骨格筋幹細胞が組織修復能を保持していることを in vivoで確認するこ
とができた。一方、LTT が細胞に与える影響として、細胞の腫瘍化の可能性が残され
ていた。しかし、LTT に用いているトリプシンは、我々の生体内でごく普通に産生され
ている消化酵素であり、血清を加えるだけで不活性化するため、毒性は低いと考えら
れる。さらに、LTT は遺伝子導入といった細胞の性質を劇的に変化させる操作を用い
ることない方法であるため、移植後における腫瘍形成のリスクが極めて低いと考えられ
る。また実際に、本章において LTT を行った細胞をマウスへ移植したが、最長６週間
の観察期間中に腫瘍の形成またはその兆候などは一切見られなかった。これらの点
から、LTT によって細胞が腫瘍形成能を持つ可能性は極めて低いと示唆されるが、腫
瘍形成能の確認実験として広く用いられている細胞の精巣への移植を行うことで、確
実な証明を行うことができると考えられる。 
 
以上の結果より、LTTによって濃縮された骨格筋幹細胞は、in vivoにおいても正常
な組織修復能を保持していることが示された。 
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第 5章 
骨格筋幹細胞におけるストレス耐性因子の探索 
  
40 
 
5-1 諸言 
 
これまでの結果から、LTT は幹細胞の持つ本来の機能を損なうことなく、マウスおよ
びヒトの骨格筋から直接樹立した細胞や SkMC のような培養細胞において効率的に
骨格筋幹細胞を濃縮することが出来る手法であることを示した。 
 
これまでに、幹細胞は様々なストレスに対して強いという報告があり、また本研究の
結果からも、幹細胞が分化した細胞に比べて高いストレス耐性を持っていることが示唆
される。そこで本章では、この幹細胞の LTT に対するストレス耐性として働く因子に着
目した。 
 
これまでの研究から、骨格筋において様々なストレスによるアポトーシスから細胞を
保護する因子として small heat shock protein familyである Hsp27（heat shock protein 
27）と αB-crystallin が関与していることが報告されている  (Nedellec et al., 2002; 
Mercatelli et al., 2010)。HSP（Heat shock protein）は、熱ショックによって誘導されるタ
ンパク質として同定され、細胞がストレス条件下にさらされた際に発現が上昇し、細胞
を保護する機能を持つ抗ストレス因子として知られている (Concannon et al., 2003; 
Lanneau et al., 2010; Mymrikov et al., 2011)。また、HSPを誘導するストレスとしては、
熱以外にも飢餓状態、低酸素状態、紫外線、活性酸素、重金属など様々なストレスが
知られており、LTT が細胞へ与えるストレスに対しても抗ストレス因子として働いている
可能性が考えられた。 
 
そこで本章では、LTT の刺激に対して Pax7 陽性細胞と Pax7 陰性細胞における
Hsp27とαB-crystallinの発現を調べ、これらの因子が骨格筋幹細胞の生存に関与して
いるかどうかを検討した。 
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5-2 方法 
 
T-SKMCに 3時間の LTT処理を行い、回収した SEC populationを OCT compound
に包埋した。その後、厚さ 8 µmの凍結切片を作製し、免疫染色を行うことで LTT前後
における抗ストレス因子の Hsp27 と αB-crystallinの発現を解析した。 
 
作製した凍結切片を十分に乾燥させてPBSで3回洗浄後、ブロッキング溶液を加え
てインキュベーションした。以降の手順は、第 2章の immunocytochemistry と同様であ
る。本章で使用した抗体と染色条件を以下に示す。 
 
抗体と希釈倍率 
・ Pax7 ： 6000倍希釈。 
・ Hsp27 ： 100倍希釈。Enzo Life Sciences より購入。 
・ αB-crystallin ： 100倍希釈。Enzo Life Sciences より購入。 
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5-3 結果 
 
T-SKMCに 3時間の LTT を行い、SEC populationにおける Hsp27 と αB-crystallin
の発現を免疫染色によって確認した（Fig. 21）。 
LTT 前後における Pax7 陽性細胞と陰性細胞での Hsp27 と αB-crystallin の発現を
それぞれ調べたところ、Pax7陽性細胞では、Hsp27もしくはαB-crystallinを発現してい
る細胞は LTT 後においてほとんどの細胞が生き残っていることがわかった。一方、
Pax7陽性細胞でこれらの因子を発現していなかった細胞の大多数はLTT後において
死滅していることがわかった。また Pax7 陰性細胞においては、Hsp27 や αB-crystallin 
の発現にかかわらず、ほとんどの細胞が LTT の刺激によって死滅していることが示さ
れた（Fig. 22）。 
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5-4 考察 
 
本章では、骨格筋幹細胞において LTT に対してストレス耐性として働く因子の探索
を行った。その際に、これまでに骨格筋において様々なストレスにおいてストレス耐性
に関与しているという報告のある Hsp27 と αB-crystallinに着目した。 
 
LTT前後における Pax7陽性細胞と陰性細胞において、Hsp27 と αB-crystallinの発
現をそれぞれ調べた。その結果、Pax7陽性細胞において、Hsp27または αB-crystallin
を発現している細胞では、ほとんどの細胞が LTT 後においても生き残っていることが
示された。さらに LTT前と比較して、LTT後においてこれらの因子を発現している細胞
数が増加していた。これは、LTT前ではこれらの因子を発現していなかった Pax7陽性
細胞も LTTの刺激によって Hsp27や αB-crystallin を発現し、LTT後において細胞数
が増加したものと考えられる。一方、Pax7陽性細胞において、これらの因子を発現して
いない細胞は、LTT 後において大多数の細胞が死滅していることがわかった。また、
Pax7陰性細胞においては、Hsp27またはαB-crystallinの発現の有無に関わらず、ほと
んどの細胞が LTTによって死滅していることが示された。これらの結果から、Pax7陽性
細胞における Hsp27 と αB-crystallin の発現は、LTT 後の Pax7 陽性細胞の生存に関
与しているタンパク質であると考えられ、これらの因子は骨格筋幹細胞の LTT に対す
るストレス耐性に関わっていることが示唆された。 
 
Hsp27や αB-crystallinなどの small heat shock proteinは、定常状態の組織におい
ても発現していることが知られている (Benjamin and McMillan, 1998)。これは、本章の
LTT 前の解析結果からも示されている。これらのタンパク質は、通常時は重合体を形
成して細胞死抑制に働く機能が抑制されているが、ストレス刺激によってリン酸化され
ることで速やかに重合体より解離し、二量体を形成することで細胞死抑制因子として働
くことが知られている (Kato et al., 1994)。また最近では、アポトーシスを誘導する複合
体である apoptosome の形成を HSP が阻害することで、下流のカスパーゼの活性化が
抑制され、細胞死抑制に働いていることが相次いで報告されており、Hsp27 において
はapoptosomeの構成因子であるチトクロムｃと結合し、カスパーゼ9の活性化を抑制す
ることで最終的に細胞死を抑制しているというモデルが提唱されている (Bruey et al., 
2000)。 
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本章の結果は、幹細胞における Hsp27 と αB-crystallinのどちらか、または両方の発
現がストレス時における幹細胞の生存に関与していることが示唆された。細胞のストレ
スによる抵抗性の差は、カスパーゼなどのアポトーシス実行因子と HSP などのストレス
耐性因子の微妙なバランスによって調整されていると考えられ、前述した Hsp27 や
αB-crystallin のシグナル経路に関与するいずれかまたは複数の因子の働きによって、
骨格筋における幹細胞と非幹細胞のストレス耐性の差を生み出している可能性が示
唆される。 
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第 6章 
総合考察 
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本研究では、幹細胞が共通して持つと考えられる特性のストレス耐性に着目し、トリ
プシンという消化酵素を用いる LTTを、幹細胞の新しい濃縮方法として提唱した。この
LTTの検討結果として、第 2章では、 
 
（1） マウスの骨格筋より単離した初代培養細胞に対して、LTT 前後で骨格筋幹細胞
を約 3倍以上濃縮できたこと 
（2） 6時間の処理時間が、最も幹細胞を濃縮できたこと 
（3） 骨格筋幹細胞に含まれる 2種類の quiescent stem cells と activated stem cellsの
双方の濃縮に LTTは有効であること 
（4） LTT をかけることで、初代培養細胞中に含まれる非骨格筋細胞の割合を減少さ
せることができること 
（5） LTT は、幹細胞の持つ増殖能や分化能に影響を与えないこと （in vitro での検
証） 
 
を示した。 
さらに、第 2章ではマウスの細胞だけを用いた結果であったのに対し、第 3章ではヒ
トの骨格筋由来の細胞集団を用いて LTTの有効性を確認した。その結果、 
 
（6） 市販のヒトの培養細胞SkMCに対して、LTTを行うことでマウスと同様に骨格筋幹
細胞を約 3倍以上濃縮できたこと 
（7） ヒトの骨格筋幹細胞に対しても LTT は幹細胞の持つ増殖能や分化能に影響を
与えないこと （in vitroでの検証） 
（8） ヒト骨格筋から樹立した初代培養細胞 T-SKMC では、LTT を行うことで SEC 
populationの約 80%まで骨格筋幹細胞を濃縮することができ、全体の約 95%まで
骨格筋幹細胞や未分化なMyocyteを含む myocyte lineage cells を濃縮すること
に成功した 
（9） マウスの結果とは異なり、ヒトの細胞では3時間の処理時間が最も有効であったこ
と 
 
などが示された。 
また第 4章では、T-SKMCの SEC populationを損傷モデルマウスの骨格筋へ移植
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し、移植した細胞が正常に組織を修復できるかどうか確認した。その結果、 
 
（10） LTT 後においても、骨格筋幹細胞は正常な組織修復能を維持していること （in 
vivoにおける検証） 
 
が示された。 
これらの結果より、動物種の違いから LTT の処理時間の違いはあったものの、LTT
はマウスおよびヒトの骨格筋幹細胞において、幹細胞が持つ本来の機能に影響を与
えることなく幹細胞を効率的に濃縮できる手法であることが示された。 
そこで第 5章では、骨格筋幹細胞のストレス耐性にどのような因子が関わっているか
を調べた。その結果、 
 
（11） Hsp27 と αB-crystallin が LTT 後における骨格筋幹細胞の生存に関与している
可能性があること 
 
が示唆された。 
第 5章では、骨格筋幹細胞と非幹細胞間におけるストレス耐性の差において、直接
関与する因子の同定までには至らなかったが、Hsp27や αB-crystallinが関与している
ことが示された。そのため、骨格筋幹細胞の高いストレス耐性にHsp27や αB-crystallin
の制御因子が関わっている可能性が示唆される。 
 
本研究が目指した幹細胞の濃縮方法は、それぞれの幹細胞が発現している表面抗
原や特異的なマーカーに左右されない方法であった。そのため、本研究を進めるにあ
たり、それぞれの幹細胞が持つ性質や特徴（例えば、細胞のサイズ、細胞接着の強弱
など）は一切考慮しなかった。また本研究では、濃縮を目的としていたため、最初の細
胞集団には幹細胞以外の細胞もある程度含まれている状態が好ましかった。そのため、
本研究で行った組織からの細胞の樹立方法においても、一般的な消化酵素処理を行
い、組織を分散させて回収するといった極めてシンプルな方法を用いた。 
本研究では、LTT を用いることでマウスの骨格筋幹細胞を 9.3±3.4%から 28.6±1.9%
まで濃縮することに成功した。しかし、LTT後においてもSEC populationの半数以上の
fibroblastが含まれていることが示された。この SEC populationに含まれる非骨格筋細
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胞は、おそらくある程度ストレスに強い細胞であり、今回のLTTのストレスでは死滅させ
ることができなかった細胞であると考えられる。 
LTTはあくまでも濃縮の手法であり、単離や純化を目的とした手法ではない。そのた
め、LTT後において幹細胞以外にも一部の分化細胞が残ってきてしまうことは、予測さ
れることであった。しかし、ここで問題となるのは、この残ってきた一部の分化細胞が幹
細胞の持つ能力に対して悪影響を及ぼすかどうかであった。これに関しては、第 2 章
から第 4章までで示したように、in vitroや in vivoにおいて幹細胞が正常に増殖・分化、
そして組織修復を行うことが確認できた。このことから、生き残った分化細胞は幹細胞
の能力に悪影響を及ぼさないことが示され、SEC population にストレスに強い分化細
胞が一部残ってしまっていても問題はないと考えられる。しかしながら、仮に先程のマ
ウスの SEC populationを幹細胞のプロファイル解析に用いるとすると、SEC population
の半数以上を占めている fibroblastが大きな障害となることは容易に考えられる。 
 
そこで次に目指すことは、今よりも純度の高い濃縮を目指すことである。そのために、
2 つ改善策を挙げることができる。1 つは、スタート時における細胞集団に含まれる骨
格筋幹細胞の割合を上げることである。LTT をかけることで約 80%まで骨格筋幹細胞
を濃縮することができたヒトの T-SKMC は、LTT 前では 31.2±4.7%の骨格筋幹細胞が
含まれていたが、マウスでは 9.3±3.4%しか含まれていなかった。しかし、マウスの骨格
筋幹細胞において、LTTを行うことで幹細胞を約 3倍以上増加させることができる能力
があることから、スタート時における幹細胞の割合を増加させることで、マウスの骨格筋
幹細胞においても、ヒトと同様の好成績を収めることができると考えられる。 
これまでの報告から、マウスの骨格筋からの骨格筋細胞を採取する際に多数の
fibroblast が混入してしまうことが確認されている。マウスの初代培養に含まれる
fibroblast を除く手法として、現在 pre-plating 法が広く用いられている (Richler and 
Yaffe, 1970; Rando and Blau, 1994; Qu et al., 1998; Qu and Huard, 2000)。この
pre-plating 法は、fibroblast が骨格筋細胞に比べて短時間で dish へ接着する特性を
生かした方法であり、組織から回収した細胞を一度 dishへ播種し、1時間後に dishへ
張り付いていない細胞集団を骨格筋細胞として新しい dish で培養する、という方法で
ある。この方法を用いれば、LTT前のマウスの細胞集団に含まれる fibroblastの数が圧
倒的に減少することが期待され、LTTによる濃縮効率の向上へ繋がると期待される。 
また、もう 1つの改善策としては、LTTによって得られた SEC population 対して、幹
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細胞の培養に特化した培養条件（trophic factor、化学物質などの添加）で培養を行う
ことである。例えば、ヒトの骨格筋細胞においては、低酸素状態で培養を行うことで幹
細胞の増殖を促進させることができるといった報告がある (Koning et al., 2011)。その
ため、LTT とこの低酸素培養の方法を組み合わせることで、濃縮した幹細胞の効率的
な増殖が期待され、最終的に高い割合の幹細胞を得ることが可能であると期待され
る。 
このように、本研究で示した LTT は、幹細胞のストレス耐性を利用した濃縮方法の
骨組みとなるものであり、それぞれの組織幹細胞に対して応用する場合は、各組織幹
細胞特異的な細胞の樹立方法や培養方法などを組み合わせることで、ターゲットとな
る幹細胞のより純度の高い濃縮が期待される。 
 
骨格筋の疾患の代表的な例として、筋ジストロフィーが挙げられる。筋ジストロフィー
は、筋線維の破壊・変性と再生を繰り返しながら、徐々に筋委縮と筋力低下が進行し
ていく遺伝性筋疾患であり、中でも最も患者数が多い疾患がデュシェンヌ型筋ジストロ
フィー（Duchenne muscular dystrophy；DMD）である。DMDは、X染色体の短腕に座
位するジストロフィン遺伝子の異常が原因であり (Ray et al., 1985)、DMD患者は乳幼
児期には正常児とほとんど変わらない運動能力を示すが、4〜5 歳頃から筋力低下、
歩行異常といった症状が表れる。そして、年齢を経るに従って筋力低下が進行し、20
歳代で心不全または呼吸不全により死に至る、という重篤な疾患であり (Hoffman et 
al., 1987; Emery, 2002)、未だに有効な治療法は確立されていない。 
これまでに、DMDの患者に未分化な Myocyte を移植するという臨床治療が行われ、
機能改善が見られたが、それらはすべて一時的なものであり、移植後における細胞の
生存率の低さや細胞増殖の限界といった課題が残されている (Peault et al., 2007; 
Meregalli et al., 2008)。そのため、現在では自己複製能を持ち、新しいMyocyteを生
み出し続けることが可能な骨格筋幹細胞の移植が注目されており、HLA が一致する
健康な donor や近親者から採取した骨格筋幹細胞を利用する幹細胞移植治療が
DMDに対する新しい治療法として期待されている。 
本研究で確立した手法は、遺伝子導入といった細胞の性質を劇的に変化させる操
作を用いることない方法であり、移植後において腫瘍を形成するといったリスクが極め
て低い。そのため、臨床にも応用できる手法であり、DMD をはじめとする筋疾患に対
する幹細胞移植治療に貢献できると考えらえる。 
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現在、組織幹細胞には骨格筋幹細胞以外にもさまざまな種類が存在していることが
知られている。本研究では、その利便性から骨格筋幹細胞を用いて実験を行い、LTT
が骨格筋幹細胞の濃縮において有効であることを示した。また、当研究室では骨格筋
以外にも以前、骨髄の間葉系細胞や fibroblast から LTT によって新規の多能性幹細
胞であるMuse細胞が濃縮されることを報告している (Kuroda et al., 2010)。LTTは、す
べての幹細胞が持ちうるストレス耐性という特性を利用した濃縮方法であるため、他の
組織幹細胞に対しても応用できことが十分に考えられ、非常に汎用性に優れている濃
縮方法であることが示唆される。また、LTTにはその他にも様々な利点があり、 
 
1）高価な試薬や特殊な機器を必要としない方法であるため、どの研究室においても
用いることが可能であること 
2）長期間の培養を必要としないこと 
 
が挙げられる。さらに、トリプシンは我々の生体内でごく普通に産生されている消化酵
素であり、血清を入れるだけで不活性化することが可能である。そのため、 
 
3）トリプシンの毒性は極めて低い 
 
といったメリットもある。 
 
現在、マウスおよびヒトの骨格筋幹細胞において、Pax7 は幹細胞特異的なマーカ
ーとして広く研究に使用されているが、フローサイトメトリーに用いることができる骨格
筋幹細胞特異的な表面抗原はいまだに特定されていない。しかしながら、幹細胞特
異的ではない他のマーカーを代替として、フローサイトメトリーを用いているのが現状
である。そこで仮に、骨格筋から採取した培養細胞 10 万細胞に対して、報告のある幹
細胞の代替マーカーとしてマウスでは SM/C-2.6 （Fukada et al., 2004の結果を引用）、
ヒトでは CD56 (Dellavalle et al., 2007)を用いて、フローサイトメトリーでそれぞれの陽性
細胞を単離する方法と、本研究の LTTによる幹細胞の濃縮方法では、計算上どれくら
いの陽性細胞が得られるかを算出、比較した。またこの時、代替マーカーを用いて得
られた陽性細胞がすべて幹細胞であること、さらにフローサイトメトリーでの細胞の生存
率を 95.0%であると仮定して比較を行った。その結果、マウスではフローサイトメトリー
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を用いた方法の方がより多くの幹細胞を得ることができたが、ヒトでは LTT の方が得ら
れた細胞数が多いという計算結果が得られた（Table 3）。しかし、引用したフローサイト
メトリーの結果は、マウスおよびヒトにおいても、骨格筋から初代培養細胞を樹立する
際に本研究の手法とは異なり、pre-plating 法を用いて採取しているため、スタート時の
半数以上の割合を骨格筋細胞が占めている状態であると推測される。そのため、この
点も考慮すると、マウスの LTTの結果においても pre-plating法を用いて採取した細胞
集団を用いることで、フローサイトメトリーと同程度もしくはそれ以上の効率が期待され
る。 
フローサイトメトリーは 1 細胞単位で単離することができる手法であり、得られた細胞
の純度は LTTに比べて高純度であるという点がフローサイトメトリーのメリットである。一
方、LTT は純度の点においてはフローサイトメトリーに劣るが、得られる骨格筋幹細胞
の細胞数はフローサイトメトリーと同程度もしくはそれ以上であり、機器や抗体等を用
いないため安価で誰にでも行うことが可能であるという点がフローサイトメトリーと比較し
た際の最大のメリットである。 
 
LTT は、現在フローサイトメトリーを用いることが困難な組織幹細胞に対して特に有
効であると考えられ、そのような幹細胞に対して LTTを行い、得られた SEC population
に高い割合で含まれる幹細胞のプロファイルを解析することで、今後の幹細胞研究に
大きく貢献することができると期待される。 
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Fiｇ. 1 幹細胞と分化細胞のストレスに対する応答の違い 
通常、組織が傷害を受けると、すでに分化し終わった分化細胞は機械的または化学
的ストレスによってそのまま細胞死へ向かうことが多い。しかし、幹細胞が同様のストレ
スを受けた場合には、逆に活性化され、自己複製すると同時に分化細胞を生み出す
ことで組織の再構築を行うことが知られている 
 
Fig. 2 分化による骨格筋幹細胞の形態変化と発現マーカー 
骨格筋幹細胞は、分化するにつれて細胞の形態が変化し、お互いに融合して最
終的に多核の筋管細胞を形成する。また、幹細胞ではPax7、筋芽細胞ではMyoD、
多核の筋管細胞ではMyogeninを発現することが知られている。 
 
Fiｇ. 3 マウス骨格筋の初代培養細胞の characterization 
（A）マウス骨格筋から樹立した初代培養細胞の位相差顕微鏡写真。(B)～(C)初代培
養細胞に含まれる細胞の populationを免疫染色を用いて調べた。その結果、本研究
で樹立した初代培養細胞には、骨格筋系細胞である（B）骨格筋幹細胞：Pax7 と
(C)Myocyte：MyoDが含まれていることを確認した。また、核染色は DAPIを用いて行
った。（Scale bars＝A：100 µm、B-C：50 µm） 
 
Fiｇ. 4 マウスの初代培養細胞に含まれる非骨格筋細胞 
マウス骨格筋より樹立した初代培養細胞に含まれる非骨格筋細胞の populationを各
マーカーを用いた免疫染色によって調べた。その結果、本研究で得られた初代培養
細胞には、非骨格筋細胞である(A)fibroblast：S100A4、(B)血管内皮細胞：vWF、(C)
シュワン細胞：P0が含まれていることがわかった。核染色は、DAPIを用いて行った。
（Scale bars＝50 µm） 
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Fig. 5 LTTによるマウス骨格筋幹細胞の濃縮 
（A）マウス骨格筋より樹立した初代培養細胞に 1、3、6、8時間の LTTを行い、各処理
時間後に含まれる骨格筋幹細胞の割合を調べた。その結果、6時間の LTTが最も効
率的にマウスの骨格筋幹細胞を濃縮できることがわかった。（B）各処理時間における
細胞の生存率。 
 
Fig. 6 LTTによるマウスMyoD陽性細胞の濃縮 
（A）マウスの初代培養細胞に 1、3、6、8時間の LTTを行い、各時間のMyoD陽性細
胞の割合を測定した。その結果、6時間の LTTにおいてMyoD陽性細胞が最も濃縮
されていることがわかった。（B）各処理時間における細胞の生存率。 
 
Fig. 7 LTTによる細胞の populationの変化 
LTT前と 6時間の LTT後での細胞集団に含まれる各細胞の populationの変化を調べ
た。赤色の populationは、骨格筋幹細胞を含む骨格筋細胞（Pax7陽性細胞、
Pax7+MyoD細胞、MyoD陽性細胞）の populationを示す。一方、青色の population
は非骨格筋細胞であり、fibroblast（S100A+Pax7-MyoD-細胞）、血管内皮細胞（vWF陽
性細胞）、シュワン細胞（P0陽性細胞）が含まれている。その結果、LTT を行うことで、
Pax7陽性細胞、Pax7+MyoD細胞、MyoD陽性細胞の各割合は増加したが、
fibroblastをはじめとする非骨格筋細胞の割合は減少していることが示された。 
 
Fig. 8 LTT後の骨格筋幹細胞の増殖能の確確 
LTT後において生き残ってきた骨格筋幹細胞の増殖を確認するために、細胞増殖マ
ーカーであるKi67を用いた免疫染色の結果。核染色は、DAPIを用いて行った。それ
ぞれ、（A）Merged画像（Pax7+Ki67+DAPI）、（B）Pax7の染色像、（C）Ki67の染色像
を示した。この結果、LTT後の骨格筋幹細胞が Ki67を発現していることを確認した。
（Scale bars＝50 µm） 
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Fig. 9 LTT後における多核の筋管細胞の形成 
LTT 後に生き残った細胞を培養し、多核の筋管細胞が形成されるかどうかを観察した。
その結果、（A）LTT後の培養 4日目において筋管細胞の形成が顕微鏡下において観
察された。また、（B）-（C）形成された筋管細胞が最終分化段階のマーカーである
Myogeninを発現していることを免疫染色にて確認した。（B）Myogenin と DAPIの
Merged写真。（C）Myogeninの染色像。核染色は DAPIを用いて行った。（Scale bars
＝50 µm） 
 
Fig. 10 SkMCの characterization 
市販のヒト正常骨格筋細胞 SkMCに含まれる骨格筋幹細胞を、Pax7を用いた免疫染
色を行って解析した。（A）SkMCの位相差顕微鏡写真。（B）-（C）SkMCが含む Pax7
陽性細胞の免疫染色像。核染色は DAPIを用いて行った。（B）Pax7 と DAPIの
Merged画像。（C）Pax7の染色像。（Scale bars＝A：100 µm、B-C：50 µm） 
 
Fig. 11 LTTによるヒト骨格筋幹細胞の濃縮 
（A）SkMCに対して 1、3、6、8時間の LTTを行い、各処理時間での骨格筋幹細胞の
割合を調べた。その結果、3時間の LTTが最も効率的に骨格筋幹細胞を濃縮できて
いることが示された。（B）各処理時間の細胞の生存率。 
 
Fig. 12 LTT後のヒト骨格筋幹細胞の増殖能の確認 
3時間の LTT後に生き残った SkMCの骨格筋幹細胞の細胞増殖を確認するために、
Ki67を用いて免疫染色を行った。核染色は、DAPIを用いて行った。その結果、LTT
後の骨格筋幹細胞が Ki67を発現していることを確認した。それぞれ、（A）Merged画
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像（Pax7+Ki67+DAPI）、（B）Pax7の染色像、（C）Ki67の染色像を示した。（Scale bars
＝50 µm） 
 
Fig. 13 SkMCの LTT後のにおける多核の筋管細胞の形成 
SkMCに 3時間の LTT を行い、生き残った細胞を培養して多核の筋管細胞が形成さ
れるかどうかを観察した。その結果、LTT後の培養 7日目において筋管細胞が形成さ
れていることを確認した。（A）多核の筋管細胞のMerged写真（位相差画像＋DAPI＋
Myogenin）。（B）位相差顕微鏡写真。（C）核染色像。（D）Myogeninの染色像。核染
色は DAPIを用いて行った。（Scale bars＝50 µm） 
 
Fig. 14 ヒト骨格筋から樹立した T-SKMC 
（A）Asterand より購入した新鮮ヒト骨格筋。（定規の単位：cm）（B）ヒトの骨格筋より樹
立した T-SKMCの位相差顕微鏡写真。（Scale bars＝100 µm） 
 
Fig. 15 T-SKMCの characterization 
ヒトの骨格筋より樹立した初代培養細胞 T-SKMCに含まれる骨格筋細胞を各マーカ
ーを用いて免疫染色を行った。（A）-（B）T-SKMCの Pax7を用いた染色画像。核染色
は DAPIで行った。（A）Pax7 と DAPIのMerged画像。（B）Pax7の染色像。（C）-（D）
MyoDを用いた染色画像。（C）MyoD とDAPIのMerged画像。（D）MyoDの染色像。
（Scale bars＝50 µm） 
 
Fig. 16 T-SKMCに含まれる非骨格筋細胞 
ヒトの骨格筋より樹立した T-SKMCに含まれる非骨格筋細胞を各マーカーを用いて免
疫染色を行った。（A）ヒト fibroblastのマーカーであるTypeⅠcollagenの免疫染色画像。
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（B）血管内皮細胞のマーカーである vWFを用いた免疫染色像。（C）ヒトシュワン細胞
のマーカーとなる GFAPを用いた免疫染色像。いずれも DAPIを用いて核染色を行っ
た。（Scale bars＝50 µm） 
 
Fig. 17 LTTによる T-SKMCのヒト骨格筋幹細胞の濃縮 
（A）T-SKMCに対して 1、3、6、8時間の LTTを行い、各処理時間での骨格筋幹細胞
の割合を測定した。その結果、3時間の LTTが最も効率的に骨格筋幹細胞を濃縮す
ることが示された。（B）各処理時間における細胞の生存率。 
 
Fig. 18 LTTによる T-SKMCの populationの変化 
LTT前と 3時間の LTT後での細胞集団に含まれる各細胞の populationの変化を調べ
た。赤色の populationは、骨格筋幹細胞を含む骨格筋細胞（Pax7陽性細胞、
Pax7+MyoD細胞、MyoD陽性細胞）の populationを示す。一方、青色の population
は非骨格筋細胞であり、fibroblast（TypeⅠcollagen+Pax7-MyoD-細胞）、血管内皮細胞
（vWF陽性細胞）、シュワン細胞（GFAP陽性細胞）が含まれている。その結果、LTTを
行うことで、Pax7陽性細胞、Pax7+MyoD細胞、MyoD陽性細胞の各割合が増加して
いる一方、fibroblastをはじめとする非骨格筋細胞の割合は減少していることが示され
た。 
 
Fig. 19 損傷モデルマウスへの SEC populationの移植 
GFPでラベルした T-SKMCに 3時間の LTTを行い、生き残った SEC populationをあ
らかじめ損傷させたマウスの骨格筋へ移植した。（A）-（B）移植 2週間後、移植した
GFP-SEC populationの損傷部位への生着、筋繊維の再生を免疫染色にて確認した。
緑色は GFPシグナル、青色は核染色を示す。核染色は DAPIを用いて行った。（B）
は、（A）の枠内の拡大写真。（C）-（D）移植 4週間後において、human dystrophinを発
現するGFP陽性の筋繊維を確認した。（C）GFP画像。（D）human dystrophinの染色像。
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（E）-（F）移植 4週間後の再生筋において、生着した移植細胞由来の骨格筋幹細胞を
確認した。（E）GFP画像。（F）Pax7の染色像。（G）移植 4週間後に 2度目の損傷を与
え、その後 2週間経過した損傷部位に再度 GFP陽性の再生筋線維を確認した。
（Scale bars＝30 µm） 
 
Fig. 20 SEC population由来の再生筋線維の割合 
移植してから2週間後と6週間後（2度目の損傷から追加の細胞移植無しで2週間後）
における損傷部位での移植細胞の再生筋の割合を測定した。移植細胞の再生筋の
割合（％）は、（GFP陽性の中心核を持つ筋線維の数）÷（中心核を持つ筋線維の数）
×100で算出した。 
 
Fig. 21 SEC populationの骨格筋幹細胞における抗ストレス因子の発現 
3時間の LTTを行った T-SKMCの SEC populationに含まれる骨格筋幹細胞における
Hsp27 と αB-crystallinの発現を免疫染色にて確認した。緑色は Pax7シグナル、赤色
は Hsp27 もしくは αB-crystallinのシグナル、青色は核染色を示す。核染色は DAPIを
用いて行った。（Scale bars＝25 µm） 
 
Fig. 22 LTT前後における Pax7の発現と抗ストレス因子の発現 
LTT前と 3時間の LTT後での Pax7陽性細胞および陰性細胞における Hsp27（A）ま
たは αB-crystallin（B）を発現している細胞数を解析した。黒い barは Hsp27 または
αB-crystallin陽性細胞、白い barはHsp27または αB-crystallin陰性細胞を示している。
その結果、Pax7陽性細胞において Hsp27 もしくは αB-crystallinを発現していた細胞
は、LTT後においてもほとんどの細胞が生存していた。しかし、これらの因子を発現し
ていない Pax7陽性細胞は、ほとんどの細胞が LTT後に死滅していることがわかった。
また、Pax7陰性の細胞においては、Hsp27やαB-crystallinの発現の有無に関わらず、
LTT後において大多数の細胞が死滅していることが示された。 
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成体組織幹細胞は、分化能と自己複製能を併せ持つ特殊な細胞であり、組織の維持において新し
い細胞を供給する重要な役割を担っている。現在、幹細胞を生体から得る手法として細胞の表面抗原
を識別するフローサイトメトリーが主に用いられている。しかし、表面抗原のプロファイルが同定されてお
らず、細胞表面に発現していない因子のみがマーカーとされている幹細胞には不向きである。そこで、
本研究では幹細胞の持つストレス耐性に着目し、表面抗原が特定されていない組織幹細胞に対しても
応用できる新たな濃縮方法を確立した。本研究を進めるにあたり、骨格筋幹細胞を使用した。その理由
として、（1）骨格筋幹細胞（筋衛星細胞）は Pax7 が特異的マーカーとして知られているが、転写因子の
ため局在が核内であることや特異的に骨格筋幹細胞の細胞表面を識別する有効な抗体が今現在存在
していないこと、（2）骨格筋系の細胞は各分化段階のマーカーが同定されており、尚且つ細胞の形態
によって分化段階が判定しやすい、という理由による。 
マウスおよびヒトの骨格筋に酵素処理を行って得られた細胞集団に様々なストレスを与え、骨格筋幹
細胞のマーカーである Pax7 陽性細胞の比率が上がるようなストレス条件の検討を行った。その結果、
long-term trypsin incubation (LTT) が両種共に最も Pax7陽性細胞の割合を上昇させることが出来た。
特に、ヒト骨格筋を用いた検証においては、LTT 処理を行うことで Pax7 陽性細胞の割合を約 30%から
約 80%まで上昇させることに成功し、さらに LTT 処理後の細胞集団の約 95%を骨格筋再生に携わる
Pax7もしくはMyoD陽性細胞が占めていることが確認された。次に、LTTによる細胞への影響を確認す
るために、in vitroにおいて LTT後の Pax7陽性細胞の増殖や多核の筋管細胞の形成を確認した。その
結果、LTT 後の Pax7 陽性細胞において細胞増殖マーカーである Ki67 が発現していることや、培養か
ら数日後において多核の筋管細胞が形成され、さらに最終分化段階のMyogeninを発現していることが
確認された。また、in vivoでの検証では、LTT処理を行った細胞集団を損傷させたマウスの筋組織へ移
植したところ、移植細胞が損傷部位に生着し、損傷組織を修復していることが確認された。これらの結果
から、本研究のストレス条件は幹細胞の持つ機能に影響を与えない濃縮方法であることが確認された。
さらに、骨格筋幹細胞のストレス耐性に働く因子の解析を行ったところ、LTT後の Pax7陽性細胞の生存
に small heat shock protein familyの Hsp27 と αB-crystallinが関与していることが示唆された。 
以上より、本研究の濃縮方法は細胞が持つ本来の機能を失うことなく幹細胞を濃縮できる手法である
ことが示された。LTT は、特殊な機器や高価な試薬、長期間のプロセスを必要としない手法であり、どの
研究室でも容易に行うことが可能である。また、幹細胞の特性であるストレス耐性に着目した濃縮方法
であるため、幹細胞の持つ表面抗原に左右されることがない。そのため、現在フローサイトメトリーを用い
ることができない組織幹細胞においても応用できる可能性が高く、未だに単離方法が特定されていない
幹細胞の研究への貢献が期待される方法である。 
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